
基金项目!衡阳师范学院科学基金项目!编号"

!2=#$

$

!28!%

#

作者简介!陈政$男$衡阳师范学院助教$硕士%

通信作者!朱涵予!

!&&$

&#$女$衡阳师范学院讲师$博士%

()*+,-

"

fE1Ef+13

!

!'%304*

收稿日期!

#$!2)!#)#"

!"#

"

$%&$'()*

'

+

&,--.&$%%'/)011&*%$2&%2&%%2

银耳芽孢和菌丝的转录组分析
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摘要!采用
XR8)OB

.

技术对银耳菌丝
U!%%#

及其
#

个单

核亲本芽孢
Y!%

!

Y%#

进行转录组测序"通过测序共获得

!%3!'Q

数据"从头$

F9/=K=

%拼接后得到
!'!&$

个基因

$

/̀,

:

B/B

%&利用
RV7W

的
RX

!

VNQ

!

QN

!

d(QQ

等常用

数据库对组装的
/̀,

:

B/B

进行同源性预测(

RX

数据库中

的序列同源性比较表明"

553"5Z

的
/̀,

:

B/B

比对到金黄

银耳"

!%3%5Z

比对到新型隐球酵母'与
VNQ

数据库进行比

对得到
"#$%

个
/̀,

:

B/B

"根据其功能大致可分为
#5

类'有

%&#!

个
/̀,

:

B/B

在
QN

数据库中注释到"分为生物学过

程!细胞组分和分子功能
%

大类
6'

个分支&差异表达基因

的
d(QQ

富集分析结果表明"差异基因富集在氨基糖和核

酸糖的代谢!氨基酸代谢!细胞内噬等代谢通路&

关键词!银耳'菌丝体'芽孢'
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.

银耳是一种可食用的胶质菌$具有极高的食用)药用

及经济价值$历来受到中国及东南亚国家人们的喜爱*

!

+

%

银耳中富含多糖)蛋白质)维生素)微量元素)黄酮类和多

酚类营养物质*

#S%

+

%

"

国涵等*

6

+分别提取银耳芽孢)菌丝

体和子实体中的凝集素$发现
%

种材料中凝集素的凝集活

性和稳定性均不相同%

9,

等*

5

+提取了银耳子实体中主要

的酚酸类化合物如
6)

对羟基苯甲酸)龙胆酸)

6)

香豆酸并测

定其抗氧化活性%刘洋等*

'

+建立了银耳芽孢总蛋白的提

取方法%还有大量研究*

"S&

+通过改变银耳菌丝体和芽孢的

发酵条件以提高银耳多糖产量%银耳芽孢具有易培养)生

长速度快的优点$可运用于食品领域$已开发了许多产品

如银耳芽孢发酵液)芽孢多糖粉*

!$

+

%而在营养成分方面的

研究主要集中在银耳菌丝体和子实体上$对芽孢研究鲜有

报道*

&

+

$且仅针对银耳多糖$此领域空白较多%

XR8)OB

.

可准确研究所有
*XR8

的丰度信息$从

XR8

水平分析细胞代谢和基因表达与一些生命现象的

关系$通过对转录组差异的研究$得到大量的关于功能基

因)代谢途径的相关信息*

!!S!#

+

%通过研究银耳芽孢和菌

丝整体基因的表达变化$可进一步了解银耳中营养物质

的代谢途径$挖掘功能基因%

XR8)OB

.

在双孢蘑菇*

!%

+

)

牛樟芝*

!6

+

)冬虫夏草*

!5

+

)灵芝*

!'

+

)茯苓*

!"

+

)灰树花*

!2

+等

食药用真菌中均有应用%

试验选用银耳双核菌丝
U!%%#

及其
#

个单核亲本芽

孢
Y!%

)

Y%#

为材料$运用
XR8)OB

.

进行比较分析$全面

探讨银耳芽孢到菌丝生长过程中的基因表达量的变化$

分析此过程涉及的代谢途径及相关功能基因$以期为银

耳的代谢调控)功能基因的克隆等提供依据%

%$
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!

材料与方法
!3!

!

材料与仪器

!3!3!

!

材料与试剂

银耳双核菌丝
U!%%#

及其
#

个单核亲本芽孢
Y!%

)

Y%#

"

华中农业大学食品科学技术学院食品微生物实验室保藏(

马铃薯葡萄糖琼脂!

@=8

#培养基"青岛高科园海博

生物技术有限公司(

三氯甲烷)乙醇)异丙醇"分析纯$国药集团化学试剂

有限公司(

焦炭酸二乙酯!

=(@V

#"分析纯$上海西格玛奥德里

奇贸易有限公司(

XR+,C4

>U

L

-1C

"大连宝生物工程有限公司(

>F+/CO0F,

L

D

'

H,FCD)CDF+/<0=R8O

G

/DEBC,CO1

L

BF*,J

反转录试剂盒)

>F+/COD+FD

'

QFBB/

.

@VXO1

L

BFU,J

试剂

盒"北京全式金生物技术有限公司%

!3!3#

!

仪器与设备

高速离心机"

56!2X

型$德国
(

LL

B/<4FH8Q

公司(

R+/4<F4

L

分 光 光 度 计"

R+/4=F4

L

%%$$

型$美 国

>EBF*4O0,B/D,H,0

公司(

荧光定量
@VX

仪"

87W@F,C*"&$$

型$美国应用生物

系统公司(

电泳仪"

=YV@)%!=R

型$北京市六一仪器厂%

!3#

!

方法

!3#3!

!

总
XR8

提取
!

@=8

培养基上培养菌丝
#$<

$芽

孢培养
"<

后收集菌体提取
XR8

%采用
XR+,C4

>U

L

-1C

试剂盒提取总
XR8

$详细操作参照产品说明书%通过琼

脂糖凝胶电泳)测定
8#'$

'

#2$

和
8#'$

'

#%$

以检测
XR8

质量%检测合格的总
XR8

委托深圳华大基因科技有限

公司进行
W--1*,/+?,CB

.

>U

6$$$

测序%

!3#3#

!

转录组文库的数据组装
!

测序所得
F+KFB+<C

数

据$过滤去除低质量)包含接头污染及未知碱基含

量
*

5Z

的
FB+<C

$得到
0-B+/FB+<C

%利用
>F,/,D

G

!

ABFC,4/

#3$3'

#软件对
0-B+/FB+<C

进行
F9/=K=

组装*

!&

+

%通过序

列之间的
4ABF-+

L

信息组装得到
04/D,

:

C

$根据序列的

@+,FB<)B/<

信息将
04/D,

:

C

组装得到转录本序列%最后用

>

:

,0-

!

ABFC,4/#3$3'

#进行聚类去冗余得到
/̀,

:

B/B

%

使用
7-+CDJ

对
/̀,

:

B/B

进行
RX

)

R>

)

OK,CC)@F4D

)

VNQ

)

d(QQ

注释$使用
W/DBF@F4O0+/5

!

ABFC,4/53!!

#进行

W/DBF@F4

注释$使用
7-+CD#QN

!

ABFC,4/#353$

#以及
RX

注

释结果进行
QN

!

QB/BN/D4-4

:G

#注释%根据功能注释结

果$按
7-+CD<I

优先级确定
/̀,

:

B/B

的
V=C

序列%以上数

据库未能得到注释的
/̀,

:

B/B

则使用
(O>O0+/

!

ABFC,4/

%3$3#

#进行预测确定其序列及方向%

!3#3%

!

差异表达基因的
d(QQ

富集分析
!

每个样品采用

M@dU

!

FB+<C

L

BF;I

L

BF*,--,4/FB+<C

#方法计算基因的表达

量%并用倍数变化法筛选两样本之间的差异表达基因$筛

选标准为"错误发现率!

M=X

#

/

$3$!

且倍数差异
,

#

%

将
%

个样本间获得的差异表达基因根据
d(QQ

注释

的结果以及官方分类$将差异表达基因进行生物通路分

类$用
X

软件中的
L

E

GL

B/

函数进行富集分析$筛选出显

著性富集的通路
@+DEK+

G

!定义
6

值
"

$3$5

为在差异表达

基因中显著富集的通路#%

!3#36

!

实时荧光定量!

.

X>)@VX

#检测分析
!

不同样品的

总
XR8

反 转 录 后 采 用
>F+/COD+FD

'

QFBB/

.

@VX

O1

L

BFU,J

试剂盒进行
.

X>)@VX

$具体试验步骤参照产品

说明书%反应条件为
&6i

预变性
%$C

$再进行
%$

个循

环$包括
&6 i 5C

$

'$ i !5C

$

"# i !$C

$于
87W

@F,C*"&$$

荧光定量
@VX

仪上进行%以银耳
!

)<&N&,'/

作为内参$绘制溶解曲线$最终数据以
#)

((

VD

进行分析%

设计的基因及其引物序列分别为
!

+<&N&,'/

!

M

"

5r)Q8>)

Q8VV8>>>V>>QV>>V)%r

$

X

"

5r)Q>>V>Q8V8>>>)

QV>8VVQ)%r

#(

V9!%!304/D,

:

!

!

M

"

5r)VVQVV>>QQ>V>)

>VV>V8>>)%r

$

X

"

5r)>8Q>>QV>VVVQVVV>>Q>8)

%r

#(

V9#"#5304/D,

:

!

!

M

"

5r)QQV8QVVQ8V88QVQ8V8)

>8)%r

$

X

"

5r)8VV8VVQV8QQVQ8)VQ888>)%r

#(

1/,)

:

B/B%656

!

M

"

5r)V>V>VQ>V>8V88QQQV>VV)%r

$

X

"

5r)

Q8QQ88Q888QQQVQ8)8V>Q)%r

#$委托武汉天一辉

远公司合成引物%

#

!

结果与分析
#3!

!

银耳转录组数据的产出及组装

建库测序单个样品测序深度
*

63#6QI

$获得
!%3!'QI

碱基序列信息$各样品的测量结果准确度
e%$

!序列的测

序错误率低于
$3!Z

的比例#

*

&%3$6Z

$

QV

含量
5"3&5Z

"

523!$Z

$

0-B+/FB+<C

占
F+KFB+<C

的比例
*

2'3#"Z

$过滤

后
FB+<C

*

#23#5UI

!表
!

#$说明测序质量较好$数据可用

于进一步组装分析%

!!

利用
>F,/,D

G

!

ABFC,4/#3$3'

#软件对过滤后的所有

0-B+/FB+<C

序列进行
F9/=K=

组装$获得的转录本通过

>

:

,0-

进一步去冗余筛选$得到的
/̀,

:

B/B

共计
!'!&$

条$

总的长度
#"&%&$%"I

L

$平均长度
!"#5I

L

$

QV

含量

5"3&2Z

$

R5$

!指从组装最长的
/̀,

:

B/B

依次向下求长度

的总加和$当累加长度达到组装长度的
!

'

#

时$对应的

/̀,

:

B/B

长 度 为
R5$

长 度#为
#56!I

L

%对 组 装 的

/̀,

:

B/B

长度进行统计$大于
%$$$I

L

的
#552

条$小于

%$$$I

L

的片段分布均匀$数目分布上与
R5$

结果较为

一致$说明
F9/=K=

组装结果较好%

#3#

!

/̀,

:

B/B

的注释

组装完毕后$对
/̀,

:

B/B

进行
RX

)

R>

)

QN

)

VNQ

)

d(QQ

)

OK,CC

L

F4D

和
W/DBF

L

F4

数据库注释$结果显示$

!#652

条在
RX

数据库里匹配到同源基因$占所有

/̀,

:

B/B

的
"'3&5Z

(其 他 数 据 库 依 次 为
%#3&5Z

$

5&3$&Z

$

'!3"!Z

$

6636&Z

$

5%3&%Z

$

#63##Z

%以
RX

数据

&$

基础研究
M̀ R=8U(R>89X(O(8XV?

总第
#!5

期
$

#$!&

年
&

月
$



表
!

!

各样本测序产出数据a

>+I-B!

!

>EB41D

L

1D<+D+4H+--C+*

L

-BC

样本 原始测序片段'
UI

高质量序列'
UI e%$

'

Z

高质量序列比例'
Z QV

含量'
Z

U!%%# %63%$ #&326 &%36" 2'3&& 523!$

Y!% %63%$ #&35& &%3$6 2'3#" 523$&

Y%# %!36! #23#5 &%366 2&3&5 5"3&5

!!!!!!

a

!

e%$

"序列的测序错误率
"

$3!Z

的比例%

库为例进行分析$结果显示$有
!#652

条
/̀,

:

B/B

在
RX

数据库中可找到相似序列%其中$

553"5Z

的
/̀,

:

B/B

比

对到金黄银耳!

C;B9G9/<9>'D.

#$

!%3%5Z

比对到新型隐球

酵母!

*>

HA

<=D=DD&G/9=

3

=>B./G

#%根据注释结果共检测

出
!#%''

个
V=C

$未注释上的
/̀,

:

B/B

使用
(O>O0+/

预

测后获得
&"5

个
V=C

%同时还检测出
!!$5

个
OOX

位点$

以及预测出
55%

个编码转录因子的
/̀,

:

B/B

%

#3%

!

VNQ

注释

将所有
/̀,

:

B/B

与
VNQ

数据库比对$结果显示$共

有
"#$%

条
/̀,

:

B/B

在
VNQ

数据库中找到同源信息$共

被分成
#5

大类!图
!

#$其中常规功能预测最多$共有

#%%&

条$占所有分类的
%#36"Z

%其次有
!522

条预测到

碳水化合物的运输和代谢$为银耳中碳水化合物如银耳

多糖的研究提供基础%核酸结构预测得到的最少$仅有

#

条$其他类别的基因表达丰度各不相同%

#36

!

QN

分析

结合
QN

数据库对所有
/̀,

:

B/B

进行功能分类$结果

83

翻译$核糖体结构和生物合成
!

73

转录
!

V3

信号转导机制

!

=3

次级代谢产物的合成)转运和代谢
!

(3XR8

加工与修饰
!

M3

复

制)重组和修复
!

Q3

翻译后修饰)蛋白质转换)伴侣
!

?3

核苷酸

转运与代谢
!

W3

核结构
!

[3

脂质转运与代谢
!

d3

细胞内的转

运)分泌和囊泡运输
!

93

无机离子转运与代谢
!

U3

一般功能预

测
!

R3

未知功能
!

N3

胞外结构
!

@3

能量产生与转化
!

e3

防御

机制
!

X3

细胞骨架
!

O3

辅酶转运与代谢
!

>3

染色质结构与动

力学
!

`3

细胞壁'膜'膜的生成
!

c3

细胞运动
!

\3

细胞周期调

控)细胞分裂)染色体分隔
!

Y3

碳水化合物转运和代谢
!

h3

氨基

酸转运与代谢

图
!

!

银耳
/̀,

:

B/B

的
VNQ

分类

M,

:

1FB!

!

VNQH1/0D,4/+-0-+CC,H,0+D,4/C4H+-- /̀,

:

B/B

显示$共有
%&#!

条
/̀,

:

B/B

被注释到了
QN

分类上

!图
#

#%其中样本基因数量在
!$$$

条以上的生物过程

分类中主要聚集于代谢过程!

!2"$

个#)细胞过程

!

#$%#

个#和单一有机体的过程!

!656

个#(在细胞组分

主要聚集于细胞!

!"$'

个#)细胞成分!

!'&'

个#)细胞器

!

!!""

个#和生物膜!

!!26

个#(在分子功能分类中主要

聚集于蛋白结合!

!##"

个#和催化活性!

!'!6

个#%

#35

!

差异表达基因
d(QQ

富集分析

银耳菌丝
U!%%#

与芽孢
Y!%

)

Y%#

相比$上调的基因

分别为
##&'

$

%5%%

个$下调的基因分别为
%#$"

$

#"56

个$

芽孢
Y!%

)

Y%#

相比$上调的基因为
%2$%

个$下调的基因

为
!""%

个!图
%

#%

!!

将鉴定出来的差异表达基因$进行
d(QQ

富集分析%

结果显示$

"

个通路富集水平显著$包括细胞内噬)代谢途

径)减数分裂)氨基糖和核酸糖的代谢)酪氨酸代谢)精氨

!3

生物阶黏附
!

#3

生物调节
!

%3

细胞组分的组织与生物合成

!

63

细胞过程
!

53

发育过程
!

'3

定位建立
!

"3

生长
!

23

定位
!

&3

运

动
!

!$3

代谢过程
!

!!3

多细胞有机体过程
!

!#3

多细胞生物过

程
!

!%3

生物过程正向调控
!

!63

生物过程负向调控
!

!53

生物

过程调控
!

!'3

生殖
!

!"3

生殖过程
!

!23

应激反应
!

!&3

信号

!

#$3

单机体过程
!

#!3

细胞
!

##3

细胞组分
!

#%3

胞外区
!

#63

胞

外区组分
!

#53

大分子复合物
!

#'3

膜
!

#"3

膜组分
!

#23

膜封闭

内腔
!

#&3

拟核
!

%$3

细胞器
!

%!3

细胞器组分
!

%#3

病毒
!

%%3

病

毒组分
!

%63

抗氧化活性
!

%53

连接
!

%'3

催化活性
!

%"3

电子载

体活性
!

%23

酶调节活性
!

%&3

鸟苷酸交换因子活性
!

6$3

分子

传感器活性
!

6!3

核酸结合转录因子活性
!

6#3

蛋白结合转录因

子活性
!

6%3

蛋白标签
!

663

受体活性
!

653

结构分子活性
!

6'3

转

运活性

图
#

!

银耳
/̀,

:

B/B

的
QN

分类

M,

:

1FB#

!

QB/B4/D4-4

:G

0-+CC,H,0+D,4/C4H+-- /̀,

:

B/B

'$

$
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M=X

"错误发现率
!

MV

"差异倍数%

图
%

!

差异基因火山图

M,

:

1FB%

!

c4-0+/4

L

-4D4H<,HHBFB/D,+-BJ

L

FBCCB<

:

B/BC

酸和脯氨酸的代谢)丙氨酸和天冬氨酸以及谷氨酸的代

谢!表
#

#%

!!

通过对菌丝
U!%%#

)芽孢
Y!%

)

Y%#

的
d(QQ

富集分

析$差异表达基因主要富集在氨基酸代谢通路上$说明在

两亲本芽孢配对形成菌丝的过程中有许多氨基酸代谢相

关基因协同调控参与%而芽孢
Y!%

)

Y%#

的差异基因

d(QQ

富集分析的结果显示$此过程中两芽孢的基因表

达情况既有协同又有分工%

菌丝与芽孢相比$差异基因均有富集在氨基糖和核

酸糖代谢途径上$说明在芽孢形成菌丝的过程中两芽孢

均有基因参与此代谢途径%氨基糖作为微生物的次级代

谢产物$是许多生物大分子如抗生素)壳聚糖)糖蛋白)脂

多糖和黏多糖等的组成成分%在氨基转移酶的作用下$

I)

谷氨酸或谷氨酰胺上的氨基取代了磷酸糖或核酸糖上

的羟基而形成氨基糖%被氨基取代后$糖的理化性质和

生物功能会发生显著变化*

#$

+

%核酸糖$因其能形成高键

能的糖苷键!

(

$s

*

S#&3#22;[

'

*4-

#而广泛参与多糖)糖

蛋白)蛋白聚糖)脂多糖等的合成*

#!

+

%氨基糖和核酸糖代

谢途径的相关转录组信息为今后银耳中生物大分子的代

谢研究提供参考%

此外$大部分差异基因富集在氨基酸代谢通路中%

谷氨酰胺酶能将谷氨酰胺脱氨后形成谷氨酸$经过一系

列还原反应生成脯氨酸和天冬氨酸%谷氨酰胺来源的谷

氨酸还可以通过供给氨基的方式参与其他氨基酸的合

成$如丙氨酸*

##

+

%研究*

#%S#6

+显示$癌细胞中谷氨酰胺酶

的含量比正常细胞高$小鼠模型中谷氨酰胺酶基因的缺

失推迟了肝癌细胞的肿瘤形成%氨基酸合成相关基因还

参与其他生物学过程如
d(QQ

富集得到的代谢通路减数

分裂中%灰盖鬼伞的脯氨酸富集蛋白基因参与减数分裂

过程$该基因的突变体具有担孢子产量减少$孢子存活率

低且无法进行完整的减数分裂过程的现象*

!%

+

%

表
#

!

d(QQ

通路富集分析a

>+I-B#

!

d(QQ

L

+DEK+

G

B/F,0E*B/D+/+-

G

C,C

样本
dN

号 代谢途径 差异基因数
A

值
6

值

U!%%#ACY!%

U!%%#ACY%#

Y!%ACY%#

;4$6!66

细胞内噬
62' !322(S!$ #3##(S$2

;4$$5#$

氨基糖和核酸糖的代谢
!2' '3%!(S$' $3$$$6

;4$$5#$

氨基糖和核酸糖的代谢
!2' #322(S$5 $3$$%6

;4$!!$$

代谢途径
!!#' $3$$$# $3$$&#

;4$$%5$

酪氨酸代谢
"& $3$$$6 $3$!&#

;4$$%%$

精氨酸和脯氨酸的代谢
'% $3$$!! $3$#""

;4$$#5$

丙氨酸)天冬氨酸和谷氨酸的代谢
2' $3$$!# $3$#""

;4$$%5$

酪氨酸代谢
"' $3$$$# $3!#'2

;4$!!$$

代谢途径
!$5# $3$$$% $3!#'2

;4$6!!%

减数分裂
!52 $3$$$% $3!#'2

;4$$#5$

丙氨酸)天冬氨酸和谷氨酸的代谢
2# $3$$$& $3$#6"

!

a

!

6

值越小表示该通路富集水平越显著$

A

值越小表示在该通路可信度越高%

($

基础研究
M̀ R=8U(R>89X(O(8XV?

总第
#!5

期
$

#$!&

年
&

月
$



#3'

!.

X>)@VX

表达分析

随机挑选
%

个
d(QQ

富集分析结果中的差异表达基

因$设计定量引物$验证相关基因在转录水平的表达%定

量结果表明$

.

X>)@VX

验证的
%

个基因在
%

个材料中的

表达量改变倍数与转录组测序的结果一致!图
6

#$测序结

果较为准备可信$可供后续研究参考%

图
6

!

差异基因的定量表达分析

M,

:

1FB6

!.

X>)@VX+/+-

G

C,C4H<,HHBFB/D,+-

BJ

L

FBCCB<

:

B/BC

%

!

结论
试验对银耳菌丝和芽孢进行转录组测序$了解了芽

孢配对形成菌丝这一过程中全部基因的表达情况$获得

了大量相关的转录本信息%转录组数据的深入挖掘有利

于全面了解银耳菌丝和芽孢中基因信息和表达差异情

况$今后应开展银耳在菌丝和芽孢两个时期的多糖和氨

基酸等的合成和代谢途径相关差异表达基因的克隆和基

因功能方面的研究%
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